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OO (57) Abstract: The invention relates to a medium in which cells and molecules to be transferred into these cells are located. Said 
medium is moved inside a hollow cylindrical device, which generates acoustic pulses that induce cavitation, in relation to an area in 
wi which the acoustic pulses occur in a focussed manner. 

^ (57) Zusamraenfassung: Ein Medium, in welchem sich Zellen und in diese Zellen zu transferierende Molekule befinden, wird 
innerhalb einer hohlzylindrischen Vorrichtung zum Erzeugen akustischer, Kavitarion bewirkender Pulse relativ zu einem Bereich, in 
^ dem die akustischen Pulse fokusiert auftreten, bewegt. 
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Vorrichtung zum Transfer von Molekulen in Zellen. 

Die Erfindung betrifit eine Vorrichtung gemaB Obeibegriff von Anspnich 1 

5 Aus der deutschen Anmeldung 19834612.3-41 ist eine Vorrichtung und ein Verfahren bekannt, 
bed welchem der intrazellulare Transfer von Oligonukleotiden unter dem Einfluss von 
StoBwellen beschrieben ist. Bei der dort beschriebenen Erfindung wird jeweils ein 
Probenbehalter mit den zu transferierenden Molekulen und den Zielzellen in eine Art 
Wasserbad gesetzt und einer vorgegebenen Anzahl von StoBwellen ausgesetzt Die Molekule 

10 und die Zielzellen befinden sich in einem Medium, welches Schallwellen leitet und in welchem 
die Vitalfunktionen der Zielzellen erhalten bleiben. Diese StoBwellen erzeugen eine sogenannte 
Kavitation, welche die Zielzellen transient permeabel fur die zu transferierenden Molekule 
macht 

1 5 AnschlieBend wird der Probenbehalter gewechselt. Dies hat den Nachteil, dass relativ 
aufwendig die zu transferierenden Molekule und die Zielzellen in den Probenbehalter und 
dieser dann in das Wasserbad gebracht werden muss. Dies resultiert in einer mengenmaBigen 
Begrenzung der mit Molekulen dotierten Zielzellen, was den bekannten Stand der Technik fur 
einen kommerziellen Einsatz etwa in der Pharmaindustrie ungeeignet macht. 

20 

Aus der DE 3821354 ist es bekannt, in groBeren Volumina Kavitation zu erzeugen. Dort wird 
eine sogenannte Sonotrode als Erzeuger der Kavitation verwendet. Aus dieser Schrift ist 
jedoch auch bekannt, dass selbst Hochleistungssonotroden alleine keine groBen Volumina 
effizient mit kurzzeitiger Kavitation versorgen konnen, daher werden dort in die Suspension 
25 zusatzliche Aktivatoren eingebracht, die ihrerseits in Resonanz gebracht werden und dann im 
Resonanzzu stand Kavitation in ihrer Umgebimg erzeugen. Nachteilig ist hier, dass diese 
Aktivatoren wieder aus der Suspension entferat werden miissen. 

Femer ist es aus der WO 99/58637 bekannt, in einem Volumen Arrays aus Piezowandlern 
30 Kavitation zu erzeugen. Mit phasenverschoben angesteuerten werden steuerbare, konstniktive 
und destruktive Schallinterferenzen erzeugt mit dem Ziel, an Orten von Interferenzmaximas 
eine Art Fokussierung zu erreichen. Nachteilig hierbei ist jedoch, dass der so erzeugte 
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FoLisbereichnurgermgeVol^^ 
und Regelung der Piezowandler Arrays der sehr hoch ist. 

Um einerseits eine Transfektion zu bewirken und andererseits so wenig ZeUen wie m6glich zu 
5 zerstOren hat es sich uberraschenderweise als besonders vorteilhaft herausgesteUt, wenn die 
SchaUpulse nur sehr kurzzeitig wirken, dabei aber die KavitationsschweUe der Flussigkeit 
uberschreiten. 

Bei bekannten Vorrichtungen zum Erzeugen solcher, Kavitation erzeugender SchaUpulse die 
10 mit den sogenannten Sonotroden arbeiten, besteht der gravierende Nachteil, dass die 

Sonotroden zunachst in Resonanz gebracht werden miissen, um Schwingungen zu erzeugen, 
die eine so hohe Amplitude zu aufweisen, welche die KavitationsschweUe uberschreitet. Somit 
sind in nachteiliger Weise keine EinzeErapulse mogUch. Dies hat ebenfaUs nachteihg zur Folge, 
dass eine zu hohe "Dosis" von Kavitationsereignissen auf die ZeUen einwirken und dadurch die 
1 5 ZeUen zerstort werden 

Die herkomnuiche Ausgestaltung der BeschaUungseinrichtung mit Sonotroden fordert zudem 
Schaum- und AerosolbUdung, wodurch die Reproduzierbarkeit der BeschaUungsergebnisse 
herabgesetzt ist. 

20 

Bei dem aus der WO 99/58637 bekannten Vorrichtung, mit phasenverschoben angesteuerten 
Arrays aus Piezowandlern andert sich der Fokus sobald Kavitation auftritt, wodurch sich der 
Fokusbereich sich nur stochastisch vorhersagen laBt. 

25 Es ist daher Aufgabe der Erfindung eine Vorrichtung zu schaffen, womit Molekiile in 
ZielzeUen transferiert werden konnen und dabei die Nachteile des Standes der Technik 
iiberwunden werden und insbesondere eine rationeUe mengenmafiig stark erhohte Produktion 
ennogUcht wird. 

30 Es ist Aufgabe der Erfindung, eine Vorrichtung zu schaffen, mit welcher Kavitation erzeugt 
werden kann, die einerseits ausreicht, um ZeUen transient permeabel fur Molekule zu machen, 
andererseits aber nur so kurz andauert, dass die ZeUen im wesentUchen nicht nachhaltig 
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geschadigt werden und insbesonriere eine rationelle mengenmaBig stark eifcohtePProdukiion 

ermoglicht wird. 

Diese Aufgabe wird erfullt durch die kennzeichnenden Merkmale der jeweiligen 
5 Hauptanspriiche. 

Die jeweiligen Unteranspriiche betreffen Weiterbildungen und/oder besonders vorteilhafte 
Ausgestaltungen der Erfindung. 

10 Die Uberlegungen, die zur Entstehung der Erfindung fiihrten machten sich die Erkenntnis zu 
eigen, dass eine hohlzylindrische Vorrichtung, in die radial von AuBen eine Vielzahl von 
gleichphasigen Schallimpulsen eingeleitet wird im Bereich urn die Rotationsachse des 
Hohlzylinders eine reproduzierbare Zone txansienter Kavitationsereignisse erzeugt. 
Die Uberlegungen, die zur Entstehung der Erfindung fiihrten, gingen davon aus, dass es fiir 

1 5 den Transfer der Molekiile in die Zielzellen unerheblich ist , wie groB die gesamte Menge des 
Mediums ist, in dem sich die zu transferierenden Molekiile und Zielzellen befinden, sofern 
jeweils Teile aus der Gesamtmenge nacheinander in den Wirkbereich der akustischen Pulsen 
gelangen und so die darin enthaltenen Zielzellen einer Behandlung ausgesetzt werden. 

20 Um ein im Verhaltnis zum Wirkbereich der fokussierten akustischen Pulse grofles Volumen 
dieses Mediums zu behandeln, ist es erfindungsgemaB vorgesehen, dass zwischen der Quelle 
der fokussierten akustischen Pulse und dem zu behandelnden Medium eine Relativbewegung 
stattfindet, wodurch stets neue zuvor noch nicht mit fokussierten akustischen Pulsen 
behandelte Bereiche des Mediums behandelt werden. 

25 

Diese Relativbewegung kann nun durch Bewegen der Quelle relativ zu einem feststehenden 
Riissigkeitsbehalter oder durch Bewegen des Flussigkeitsbehalters relativ zu einer 
feststehenden Quelle erfolgen. 

30 Entsprechend kann sich erfindungsgemaB das Medium mit den Zielzellen und den zu 

transferierenden Molekulen auch durch ein Leitungssystem bewegen, wahrend es sich im 
Einfluss der fokussierten akustischen Pulse befindet 
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,r " -^rigfell muss eine der raumlichen Ausdehnung des Wirkbereiches der akustischen Pulse und V . ..^ : 
der Wiederholfrequenz der akustischen Pulse angepasste Relativgeschwindigkeit zwischen dem 
Medium und der Quelle akustischer Pulse herrschen. Die Parameter mussen so aufeinander 
abgestimmt sein, dass die Zielzellen bei ihrer Bewegung durch das Leitungssystem mindestens 
5 der vorgegebenen Anzahl von Pulsen ausgesetzt sind. 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand eines moglichen Ausfubrungsbeispiels naher erlautert. 

Die Figur 1 zeigt ein mogliches Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung. Mittels einer im 
10 wesentlichen hohlzylinderfbnragen Quelle 1 werden akustische Pulse erzeugt, durch welche 
eine rohrfbrmige Leitung 2 gefuhrt ist. In dieser Leitung 2 befindet sich das Medium. Im 
gezeichneten Fall handelt es sich urn eine Fliissigkeit F, welche eine Viskositat aufweist, die ein 
FlieBen durch die Leitung 2 ermoglicht. 

1 5 Die Quelle 1 ist so beschaffen, dass sie die akustischen Pulse in ihrem Inneren und somit in 
dem Bereich, in welchem die Leitung 2 verlauft fokussiert. Der Fokus verlauft hierbei im 
wesentlichen axial. Der Bereich des Fokus ist der sogenannte Wirkbereich der akustischen 
Pulse daher wird im folgenden Fokusbereich genannt.. Die Quelle 1 ist im gezeigten Beispiel 
rotationssymetrisch zylmdrisch gestaltet. Die Wandung der Leitung 2 ist zumindest im Bereich 

20 des Fokus fur akustische Pulse durchlassig. Zwischen der Quelle 1 und der Leitung 2 befindet 
sich ein geeignetes Koppelmedium, das die akustischen Pulse von der Quelle 1 auf die Leitung 
2 iibertragt. 

Als Erregungsprinzip fur die akustischen Pulse ist es vorgesehen, eine Vielzahl von 
" 25 Piezoelementen zu verwenden, die alle konzentrisch in Richtung der Rotationsachse gerichtet 
sind und zeitgleich, gleichphasig angeregt werden. Auf diese Weise ist es moglich einen 
langgestreckten Fokusbereich zu erzeugen. 

Auch ist es moglich die zylindrische QueUe anstatt aus einer Vielzahl von konzentrisch auf die 
30 Rotationsache ausgerichteten Piezoelementen durch eine Vielzahl von nebeneinanderliegenden 
Piezoringen realisieren, deren Mittelpunkt auf der Rotationsachse liegen. 



-4- 



vXVO 01/48181 PCT/DE00/04631 
Ebenso ist es aiich moglich als Aktoren zur Erzeugung der akustischen Pulse magnetostriktive 

Elemente zu verwenden. 



Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung siehf vor, die Quelle 1 als Hohlkorper mit 
5 halbkreisformigem Querschnitt als einen mehr rinnenfbrmigen Korper auszubilden. Bei diesen 
Ausfiihrungsformen ergibt sich ein Fokusbereich, der sich etwa uber die Lange der Quelle 
erstreckt. Durch diesen langgestreckten Fokusbereich verlauft die Leitung, in der sich die 
Fliissigkeit F befindet. Dies hat den Vorteil, dass die Quelle an eine bestehende Leitung 
angekoppelt werden kann und nicht zuerst die Leitung durch die hohlzylindrische Quelle 1 
1 0 hindurch verlegt werden muss. 

Auch ist es moglich, in der hohlzylindrischen Quelle einen Spalt vorzusehen, durch den die 
Leitung in das Innere des hohlzylindrischen Korpers gebracht werden kann. Auch bei dieser 
Ausfiihrungsfonn kann die Quelle in vorteilhafter Weise an eine bestehende Leitung 
1 5 angekoppelt werden. 

Die Ausfuhrung einer Quelle 1 gemaB der Figur 2 mit halbkreisformigem Querschnitt bietet 
den Vorteil, dass die Quelle von der Seite her leicht an eine Leitung angesetzt werden kann, 
ohne die Leitung durch das Innere der Quelle verlegt werden muB. 

20 

Auch ist es moglich den Hohlkorper teilbar auszugestalten und dann von beiden Seiten her urn 
die Leitung zu legen. 

Auch ist es moglich, als Quelle der akustischen Pulse einen explodierenden Draht einzusetzen, 
25 wobei dieser Draht entlang der Brennlinie eines elliptisch oder parabol geformten Hohlrohres 
gespannt ist. 

Ebenso kann fur die Erregung auch eine Spule verwendet werden, die auf eine sich innerhalb 
der Spule befindliche Membran einwirkt und so einen nach innen gerichteten akustischen Puis 
30 erzeugt. 
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Durch die Quelle 1 werden akustische Pulseauf die Fliissigkeit F abgestrahlt und.erzeugen dort 

kurzzeitig Bedingungen (Druck bzw. Unterdruck mit ausreichender Intensitat, Kavitation), urn 

einen Transfer der Molekule in die Zielzellen zu bewerkstelligen. 

5 Es hat sich gezeigt, dass innerhalb weiter Druck bzw. Unterdruckbereiche ein Transfer der 
Molekule in die Zellen moglich wird. Die Druckbereiche liegen hierbei zwischen 10 Mpa und 
150 Mpa. Die Unterdruckbereiche liegen bei -5 Mpa bis -50 Mpa. Die Intensitat liegt 
zwischen 0,5 mJ/mm2 und 5,0 mJ/mm2. 

10 Zudem hat sich gezeigt, dass eine langere Dauer der Kavitationsereignisse nicht dazu beitragt, 
dass die Transfektionsrate ansteigt, sondera vielmehr nachteilig mit zunehmender Dauer der 
Kavitationsereignisse die Schadigung der Zellen zunimmt 

Daher wird mit der erfindungsgemaBen Quelle nur ein kurzzeitiges Kavitationsereignis erzeugt. 

15 

Durch eine aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht gezeichnete Pumpe kann die 
FlieBgeschwindigkeit Vf der Fliissigkeit F veranderbar sein. 

Die Quelle 1 wird von einer Einheit 3 pulsfbrmig angeregt. Beim Durchstromen der Leitung 2 
. 20 werden die Zielzellen und die zu transferierenden Molekule einer vorbestimmten Anzahl von 
akustischen Pulsen einer vorbestimmten Intensitat ausgesetzt. 

Durch die stromungs- und kavitationsbedingten Verwirbelungen innerhalb der Leitung 2 
geraten beim Durchstromen der Quelle stochastisch gesehen alle Zellen der Suspension 
25 genugend oft in den Wirkungsbereich der kurzzeitigen Kavitation und werden hierdurch 
transient permeabel. 

Ebenso ist es auch moglich, die Fliissigkeit F pulsierend oder auch getaktet durch die Leitung 2 
flieBen zu lassen. Hierbei wird die Fliissigkeit F immer so gefbrdert, dass jeweils der Bereich, 
30 der gerade vor der Quelle 1 in der Leitung stand, so weh weitergefordert wird, dass dieser 
dann etwa am Ende der Quelle 1 zu stehen kommt. Wahrend sich der Flussigkeitsbereich 
innerhalb der Quelle 1 im Fokus der akustischen Pulse befindet, wird eine vorgegebene Anzahl 
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von akustischen Pulsen abgegeben, durch welche der Transfer von Molekuten itt.die ZielzeUen 

angeregt wird. 

Die akustischen Pulse, die auf die Flussigkeit oder aUgemein formuliert auf das Medium 
5 einwirken, konnen aus UltraschaU Impulsen oder aus einer oder mehrerer aufeinanderfolgenden 
StoBwellen bestehen. 

Es hat sich gezeigt, dass der Transfer der Molekule in die Zellen von der Anzahl der 
UkraschaU Impulse bzw. StoDweUen abhangt. Bei einer hoheren Anzahl von UltraschaU 
10 Impulsen bzw. StoBweUen steigt die Transfektionsrate. Ebenso nimmt die Zahl der durch die 
Behandlung geschadigten Zellen mit der Anzahl der UltraschaU Impulse bzw. StoBweUen zu. 

Auch die Intensitat (Masseinheit mJ/mm2) der UltraschaU Impulse bzw. StoBweUen hat einen 
EinfluB sowohl auf die Anzahl der intrazeUular transferierten Molekule als auch auf die 
1 5 Schadigung der ZeUen. Mit steigender Intensitat ergibt sich sowohl fiir die Anzahl der 
intrazeUular transferierten Molekule als auch der geschadigten ZeUe eine Zunahme. 

Analog zu der beschriebenen Bewegung des Mediums durch die Leitung ist es auch mogjich, 
die erfindungsgemaBe Relativbewegung zwischen der QueUe akustischer Pulse und dem 
20 Medium in welchem sich die Molekule und die ZielzeUen befinden durch eine Bewegung eines 
Behalters, in dem sich das Medium befindet, zu reahsieren. Die QueUe der akustischen Pulse 
steht hierbei fest und der Behalter wird bewegt. 

Der Behalter kann hierbei beUebig geformt sein, entscheidend ist jedoch, dass die Bewegung 
25 des Behalters so erfolgt, dass nacheinander das gesamte Volumen des Behalters in den 
Wirkbereich der akustischen Pulse gelangt ist. 

Auch ist es moglich, den Behalter an einem sterilen Ort zu befuUen und zu versiegeln und 
anschUeBend diesen Behalter in einem "Nichtsteril- Bereich" mit den akustischen Impulsen za 
30 behandeln. 
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f Ebensodst es auch moglich, den Behalter feststehend auszubilden und eine oder auch mehrere 
Quellen akustischer Pulse so zu bewegen, dass nacheinander das gesamte Voliimen des 
Behalters in den Wirkbereich der akustischen Pulse gelangt. 

5 Samtliche Bewegungen von Medium relativ zur Quelle akustischer Pulse konnen kontinuierlich 
oder auch getaktet ablaufea 

In einer Weiterbildung der Erfindung ist es vorgesehen, die zu transferierenden Molekule erst 
unmittelbar vor dem Fokusbereich dem Medium zuzufiihren, in welchem sich die Zielzellen 
10 befinden. 

Ein besonders vorteilhafter konstruktiver Aufbau der Quelle ist in den Figuren 3 und 4 gezeigt. 

Die Quelle gezeigt in Figur 3 besteht aus einem inneren Ring 3, der in seinem inneren Freiraum 
15 7 die hier nicht gezeigte Leitung oder ein Probenrdhrchen aufiiehmen kann. 

Um den Auflenumfang des inneren Ringes 3 sind Piezoelemente 4 verteilt angeordnet In dieser 
Darstellung sind aus Grunden der Ubersicht nur einige dieser Piezoelemente 4 gezeichnet 

20 Durcbeinen weiteren Ring 6 werden die Piezoelemente 4 an ihrer, dem inneren Ring 3 
abgewandten Seite gehalten. Der aussere Ring 6 ist als Spannring ausgebildet. Sein 
Innendurchmesser lasst sich uber eine Spannschraube 2 verandern Hieibei verandert sich auch 
derSpalt 1. 

25 Auf diese Weise konnen die Piezoelemente 4 fest zwischen den inneren Ring 3 und den 

ausseren Spannring 6 eingeklemmt werden. Hierdurch ist ein guter Schalliibergang zwischen 
den Piezoelementen 4 und den Ringen 4 und 6 gewahrleistet. 

Die Figur 4 zeigt eine weitere Version der erfindungsgemaBen Vorrichtung. Dort sind die 
30 Piezoelemente 4 in der aus Fig 3 bekannten Weise um den inneren Ring 3 angeordnet. An 
ihrer, dem inneren Ring 3 abgewandten Seite liegt ein Zwischenring 8 an. Auf diesem 
Zwischenring 8 sind wiederum Piezoelemente 7 angeordnet. Auf diese Piezoelemente 7 folgt 
der schon aus Fig 3 bekannte Spannring 6. 
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Schutzanspriiche 

Vorrichtung zum Transfer von Molekiilen in Zellen 

5 1 .. Vorrichtung zum Transfer von Molekiilen in Zellen, wobei 

ein Medium (F), in dem sich die zu transferierenden MolekQle und die Zielzellen befinden im 
Fokusbereich einer Quelle akustischer Impulse diesen akustischen Pulsen aussetzbar ist, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Quelle einen zumindest annahernd linienfbrmigen Fokusbereich aufweist, in welchem die 
1 0 akustischen Pulse einen vorgegebenen Druck oder Unterdruck und/oder eine vorgegebene 
Intensitat uberschreiten und 

eine Vorrichtung vorgesehen ist, durch welche eine Relativbewegung zwischen dem Medium 
(F) und dem Fokusbereich ausgefuhrt wird. 

15 2. . Vorrichtung nach Anspruch 1 
dadurch gekennzeichnet, dass 

eine Leitung (2) vorgesehen ist, durch welche das Medium (F) transportierbar ist und die 
Leitung durch den Fokusbereich der Quelle (1) gefuhrt ist. 

.20 3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Quelle (1) als im wesentlichen hohlzylindrischer Korper ausgebildet ist und der 
Fokusbereich entlang der Mittelachse des hohlzylindrischen Korpers verlauft. 

25 4. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Quelle (1) akustischer Pulse als ein Korper mit halbkreisfbrmigen Querschnitt ausgebildet 
ist und der Fokusbereich entlang der Mittellinie des Halbkreises verlauft. 

30 5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Quelle (1) eine Vielzahl von Piezo Elementen umfasst, die zeit- und phasengleich erregbar 
sind. 
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6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Quelle (1) aus einer Vielzahl von nebeneinanderliegenden Piezoringen besteht. 

5 

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6 
dadurch gekennzeichnet, dass 

ein Zugang zu der Leitung (2) vorgesehen ist, durch welchen die zu transferierenden Molekule 
dem Medium (F), in welchem sich die Zielzellen befinden, zufuhrbar sind. 

10 

8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7 
dadurch gekennzeichnet, dass 

eine Vielzahl von Schallwandlern auf einem gemeinsamen Trager aufgebracht ist und ein 
mechanisches Element (6) die Schallwandler (4) an den Trager (3) driickt. 

15 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das mechanische Element (6) die Schallwandler (4) an der Seite beriihrt, die dem Trager (3) 
abgewandten Seite beriihrt. 

20 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das mechanische Element (6) in Form eines Spannringes ausgebildet ist. 

25 10. Vorrichtung nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

der Trager (3) und das mechanische Element (6) ringforarig aufgebaut sind. 

1 1 . Vorrichtung nach einem der Anspriiche 8 bis 10 
30 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schallwandler in mehreren Lagen, mit unterschiedlichem Abstand zum Trager (3) 
angeordnet sind. 



WO 01/48181 PCT7DE00/04*?! 
12. Vomchtung nach Anspruch 1 1, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die unterschiedlichen Lagen von £challwandlern durch Trennlagen separiert sind. 
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Fig. 1 
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